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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo compreender o efeito alelogquimico de trés cumarinas
derivadas do Eugenol [Formileugenol (CA); Formildiidroeugenol (CA1) e Orto-vanila (CA2)]
sobre processos fisioldgicos e citogenéticos de Lactuca sativa L. e Bidens pilosa L. Cada
cumarina foi dissolvida em uma solucdo de &gua destilada, para se obter a solucéo estoque de
concentracdo 5,000 pg.mL, apds a obtencdo da solucdo estoque cada cumarina foi
dissolvida obtendo-se as concentracdes de 400 pg.mL, 800 pg.mL* e 1600 pg.mL1, mais a
concentracdo controle (dgua destilada). Foram realizados experimentos de fitotoxicidade e
citotoxicidade. Para o experimento de fitotoxicidade foram avaliados o0s parametros:
germinabilidade (G%), indice de velocidade de germinacdo (IVG), numero de plantulas
normais (NPN), alongamento de raiz (AR), comprimento de parte aérea (CPA) e biomassa
fresca (BF). Os aspectos fisiologicos pds-estabelecimento da plantula foram biomassa fresca
(BF) e biomassa seca (BS). O indice alelopatico (RI) foi avaliado. Para o experimento de
citotoxicidade as plantulas foram cultivadas nos mesmos moldes utilizadados na
fitotoxicidade e as pontas de raiz foram coletadas e armazenadas em Carnoy. As laminas
citolégicas foram elaboradas submetidas a avaliacdo de indice mitdtico (IM) e a possivel
ocorréncia de anormalidades cromossdmicas (AC). O delineamento foi inteiramente
causalisado (DIC), com 3 repeti¢bes, com fatorial 3x4x2 (3 moléculas, 4 concentracfes e 2
biotestes). Os dados obtidos foram submetidos a Anélise de Variancia (ANOVA) e as médias
comparadas por meio do teste de Scott-Knott a 5% de significAncia utilizando o programa
Sisvar versdo 5.6. As analises permitiram constatar a eficiéncia aleloquimica da CA para 0s
padrdes poés-emergentes. Essa molécula na concentragdo 1600 pg.mL™ apresentou efeito
significativo para os parametros %G, IVG, AR, CPA, NPN e RI, nos dois biotestes testados,
na concentragdo 1600 pg.mLt. Para os parametros de citogenotoxicidade nenhuma das
moléculas, em nenhuma concentracdo promoveu alteracGes cariolégicas significativas.
Portanto conclui-se que a molécula Formileugenol (CA) possui caracteristicas suficientes para
dar aporte as pesquisas direcionadas ao controle de espécies invasoras, podendo tornar-se um

principio ativo para herbicidas alternativos no controle dessas plantas invasoras.

Palavras-chave: Formileugenol. Fitotoxicidade. Aleloquimico. indice alelopatico. Lacutca

sativa. Bidens pilosa.
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ABSTRACT

The present work aimed to understand the allelochemical effect of three coumarins derived
from Eugenol [Formileugenol (CA); Formyldihydroeugenol (CA1) and Ortho-vanilla (CA2)]
on physiological and cytogenetic processes of Lactuca sativa L. and Bidens pilosa L. Each
coumarin was dissolved in a distilled water solution, to obtain a stock solution with a
concentration of 5,000 pg.mL*, after obtaining the stock solution, each coumarin was
dissolved, obtaining concentrations of 400 pg.mL-1, 800 pug.mL* and 1600 pg.mL™, plus the
control concentration (distilled water). Phytotoxicity and cytotoxicity experiments were
carried out. For the phytotoxicity experiment, the following parameters were evaluated:
germinability (G%), germination speed index (IVG), number of normal seedlings (NPN), root
elongation (AR), shoot length (CPA) and fresh biomass (BF). The post-establishment
physiological aspects of the seedling were fresh biomass (BF) and dry biomass (BS). The
allelopathic index (RI) was evaluated. For the cytotoxicity experiment, the seedlings were
grown in the same molds used in phytotoxicity and the root tips were collected and stored in
Carnoy. Cytological slides were prepared and subjected to evaluation of mitotic index (Ml)
and the possible occurrence of chromosomal abnormalities (CA). The design was entirely
causalized (DIC), with 3 replications, with a 3x4x2 factorial (3 molecules, 4 concentrations
and 2 biotests). The data obtained were subjected to Analysis of Variance (ANOVA) and the
means compared using the Scott-Knott test at 5% significance using the Sisvar version 5.6
program. The analyzes made it possible to verify the allelochemical efficiency of CA for post-
emergence patterns. This molecule at a concentration of 1600 pg.mL-1 showed a significant
effect on the parameters %BF, IVG, AR, CPA, NPN and R, in the two biotests tested, at a
concentration of 1600 pg.mL™. For cytogenotoxicity parameters, none of the molecules, at
any concentration, promoted significant karyological changes. Therefore, it is concluded that
the Formileugenol (CA) molecule has sufficient characteristics to support research aimed at
controlling invasive species, and could become an active principle for alternative herbicides to

control these invasive plants.

Keywords: Formyleugenol. Phytotoxicity. Allelochemical. Allelopathic index. Lactuca

sativa. Bidens pilosa.
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PARTE I

1 INTRODUCAO

O anseio moderno por novas tecnologias produtivas na agricultura tem afetado
diretamente os ambientes naturais, muitos produtos para controlar as pragas naturais séo
desenvolvidos, dentre eles se destacam os herbicidas. Inimeros problemas ambientais
recorrentes do uso desses quimicos estdo sendo observados e cada dia mais evidencia-se a
necessidade de tecnologias alternativas que tornem a agricultura mais sustentavel. Uma area
em ascensdo, que visa uma relacdo sintropica com ambiente, € a dos herbicidas ndo
convencionais, ou Bio-herbicidas. Alguns sdo produzidos utilizando como molde quimico
moléculas do metabolismo natural e principios ativos isolados de plantas. Tendo em vista
essas caracteristicas esses podem comportar-se com menor nocividade em relacdo ao meio
ambiente (ANESE et al., 2015; CORDEAU et al., 2016).

Para o desenvolvimento dessa nova linha de herbicidas, pesquisas tém sido realizadas
no campo da alelopatia, utilizando-se de biomoléculas, capazes de inibir a germinacdo de
plantas invasoras e se caracterizando como potencial herbicida natural (SILVEIRA, 2010).
Uma substancia que vem se destacando por seu potencial aleloquimico sdo as cumarinas
naturais ou sintéticas (CHUAH; TAN; ISMAIL, 2013). Estas apresentam-se como substancias
de acdo aleloquimica que podem afetar os processos de germinacdo de sementes, 0
crescimento de plantulas, a assimilacdo de nutrientes, a fotossintese, a respiragéo, a sintese de
proteina, a atividade de vérias enzimas e a perda de nutrientes pelos efeitos na permeabilidade
da membrana celular (MANO, 2006; RAZAVI, 2011).

Para avaliar o efeito dessas moléculas, estudos mais aprofundados sdo necessarios.
Estes devem levar em consideracéo as alteracfes morfofisioldgicas, bioquimicas e genéticas
na planta alvo. S&o poucos os trabalhos que verificam os efeitos das cumarinas em biotestes
vegetais avaliando os parametros de crescimento inicial e os efeitos citogenotoxicos,
principalmente quando hd um comparativo entre um bioteste considerado modelo como a
alface e uma planta daninha, no caso o picao.

Estudar os efeitos fitotoxicos e citogenotdxicos de moléculas naturais ou sintéticas

derivadas de produtos naturais, apresenta-se como um novo caminho, dando aporte a novas
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tecnologias que podem ser utilizadas nos programas de pesquisa de herbicidas que sejam mais
seguros ao meio ambiente e menos nocivo a biota ndo alvo. Nesse sentido, este trabalho tem
por objetivo estudar a atividade biolégica de cumarinas inéditas derivadas do Eugenol
avaliando seus efeitos sobre a germinacdo, a morfofisiologia e a citogenética em bioensaios

com plantas superiores.
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2 DESENVOLVIMENTO

A seguir € apresentada uma revisao de literatura atualizada sobre os temas abordados
nesta dissertacdo, com o objetivo de fornecer embasamento tedrico para a analise e discussao dos

resultados obtidos.

2.1 HERBICIDAS

Os herbicidas sdo produtos quimicos fitotoxicos utilizados para a inibicao do crescimento
ou destruicdo de diversas ervas daninhas. As ervas daninhas podem ser definidas como plantas
que crescem onde nédo séo desejadas. Esta definicdo possui uma perspectiva antropocéntrica e néo
¢ adequada quando se trata de preservacdo ambiental, entretanto quando estas ervas daninhas ndo
sdo controladas, podem causar perdas na producdo agricola (NORRIS e KOGAN, 2005).

As plantas daninhas apresentam a caracteristica de competi¢do com a cultura. Segundo
o0 Portal da Embrapa (2018) 15% da producdo mundial de graos é perdida devido a existéncia
de plantas daninhas na lavoura. Para o Brasil as plantas daninhas representam um custo de
aproximadamente 9 bilhdes anuais, se acrescido das perdas de produtividade (CIRCULAR
TECNICA SYNGENTA, 2017).

O uso de herbicidas tornou-se uma pratica normal em funcdo da eficacia. Devido a
extensdo da agricultura intensiva em todo o mundo, durante os ultimos 30 anos, as variedades e
quantidades de herbicidas utilizados para melhorar o rendimento das culturas aumentaram
consideravelmente, deixando em alerta possiveis efeitos sobre a salde humana e do ambiente
(GUPTA, 2007; BENITEZ et al., 2006).

Sdo varios os estudos realizados no sentido de se conhecer as espécies com atividades
alelopéticas no intuito de aplicagdo como bioerbicidas, conhecendo-se seus efeitos inibitorios,
suas fontes e seu comportamento no ambiente a fim de minimizar os impactos causados pelos
herbicidas comerciais atuais (VYVYAN,2002).

2.2 AS CUMARINAS COMO POTENCIAIS HERBICIDAS

Segundo Razavi (2011), as cumarinas constituem um extenso grupo de metabdlitos

secundarios de origem vegetal, principalmente derivados da via do &cido chiquimico. Essas
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substancias apresentam ampla distribuicdo em vegetais, especialmente em espécies
consideradas superiores, mas também podem ser encontradas em fungos e bactérias. Kuster e
Rocha (2007) ressaltam que a estrutura das cumarinas consiste em lactonas derivadas do &cido
o-hidrdxi-cinamico, sendo a cumarina per se (1,2-benzopirona) o representante mais simples.
O nome "cumarina" tem origem no termo caribenho "cumaru", que é o nome popular da
espécie Dipterix odorata, pertencente a familia Fabaceae.

De acordo com Evans (1996) e Kuster e Rocha (2007), aproximadamente 1300
cumarinas ja foram isoladas de fontes naturais até o momento. Essa riqueza de variacfes
estruturais demonstra a diversidade quimica dessas moléculas na natureza. A literatura
cientifica tem explorado suas propriedades farmacoldgicas, bioquimicas e aplicacdes
terapéuticas, as quais estdo intrinsecamente relacionadas com os padrdes de substituicdo em
suas estruturas.

O ndcleo bésico comum a todas as cumarinas € resultado da fusdo dos anéis benzeno e
1,2-pirona (Fig. 1) (EVANS, 1996; KUSTER; ROCHA, 2007). Essa caracteristica estrutural
compartilhada permite a diversificacdo das atividades bioldgicas e abre novas perspectivas
para o desenvolvimento de herbicidas com propriedades seletivas e mais eficazes. A continua
investigagdo da diversidade das cumarinas na natureza mantém o interesse cientifico,
impulsionando estudos aprofundados para explorar seu potencial em diversas areas de
pesquisa. A fusdo dos anéis benzeno e 1,2-pirona origina o nucleo basico compartilhado por

todas as cumarinas.

AN

o "0

Cumarina

Figura 1. Estrutura basica das cumarinas, também conhecida como cumarina per se.

Segundo Kuster e Rocha (2007), as cumarinas sdo benzopironas, metabdlitos
secundarios de origem vegetal, que se subdividem em cumarinas simples, furanocumarinas,

piranocumarinas e cumarinas diméricas.
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Segundo Kuster e Rocha (2007), as cumarinas simples derivam da 1,2-benzopirona,
conhecida como cumarina per se. Estas cumarinas apresentam o ndcleo cumarinico com uma
variedade de grupos substituintes, incluindo hidroxi, alcoxi, acetdxi, alquil, entre outros.
Todas as cumarinas, exceto a cumarina per se, possuem substituicdo hidroxila na posicgéo 7,
podendo ser metiladas ou glicosiladas. Além disso, séo frequentes as lipidacGes em diferentes
posi¢cdes do nlcleo cumarinico, resultando nas piranocumarinas ou furanocumarinas lineares e
angulares, quando lipidadas em C-6 ou C-8, respectivamente. As cumarinas diméricas,
também denominadas biscumarinas, consistem em compostos “espelhados”, formados pela
unido de duas moléculas idénticas, como exemplificado pelo dicumarol ou isocumarinas
(KUSTER; ROCHA, 2007).

As cumarinas apresentam ampla distribuicdo em angiospermas, sendo mais
prevalentes em estruturas botanicas de maior simplicidade. Contudo, as furanocumarinas,
piranocumarinas lineares e angulares, lignocumarinas e cumarinas diméricas sao encontradas
exclusivamente em familias botanicas de linhagem mais antiga. A classe Magnoliopsida é
aquela que possui a maior diversidade de familias botanicas que contém cumarinas em sua
composicdo (KUSTER; ROCHA, 2007).

Em angiospermas, as cumarinas apresentam ampla distribuicdo, sendo mais
prevalentes em estruturas botanicas de maior simplicidade. Contudo, as furanocumarinas,
piranocumarinas lineares e angulares, lignocumarinas e cumarinas diméricas sao encontradas
exclusivamente em familias botanicas de linhagem mais antiga. A classe Magnoliopsida é
aquela que possui a maior diversidade de familias botanicas que contém cumarinas em sua
composicdo (KUSTER; ROCHA, 2007).

As cumarinas manifestam variadas atividades biologicas significativas, contribuindo
para a persisténcia das plantas e estdo envolvidas em processos como defesa contra agentes
fitopatogénicos, resposta a condi¢Bes abidticas adversas, regulacdo do estresse oxidativo e
controle hormonal (CABELLO-HURTADO et al.,, 1998; BOURGAUD et al., 2006).
Adicionalmente, essas substancias revelam efeito fitotoxico, fungicida, inseticida, além de
apresentarem acgdes antibacterianas e nematicidas (RAZAVI; ZARRINI; RAD, 2011).
Algumas investigacOes tém relatado atividade anti-HIV das cumarinas (RAVAL et al., 2008;
BENG et al., 2011) e exibem atividades antituberculose, antialzheimer, anti-inflamatoria,
imunossupressora e antimelanogénica (FLAVIN et al., 1996; SANDEEP et al., 2009;
KARIMI et al., 2010; BOURGAUD et al., 2006).
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Estudos abrangendo cumarinas e seus derivados comprovaram que tais substancias
podem reprimir a germinacdo, o crescimento e o desenvolvimento inicial, assim como
bloquear o ciclo celular mitotico em diversos bioensaios (VYVYAN, 2002; PERGO et al.,
2008; RAZAVI, 2011). Diversos trabalhos também mencionam o poder quimioecoldgico e
alelopético das cumarinas sobre a alface, inibindo a germinacgdo, o alongamento radicular e
caulinar (RAZAVI; IMANZADEH; DAVARI, 2010; TAKEMURA et al., 2013). Contudo,
ndo foram encontrados estudos na literatura que esclarecam os efeitos das cumarinas sobre 0s
aspectos biogquimicos, ecofisioldgicos ou sua acdo sobre os pigmentos cloroplastidicos em

Lactuca sativa L.

2.3 BIOENSAIOS VEGETAIS APLICADOS AO ESTUDO DOS EFEITOS BIOLOGICOS
DE SUBSTANCIAS ISOLADAS

Os estudos com bioensaios vegetais vem sendo capazes de identificar biomoléculas
com acdo herbicida. Muitas espécies vegetais cultivadas sdo utilizadas nestes testes,
destacando-se Lactuca sativa L. e Allium cepa L. pela facilidade de cultivo, de padronizacao
de métodos e pela facilidade de sua aplicacdo em diferentes condi¢es in situ e ex situ
(PATUSSI; BUNDCHEN, 2013; RODRIGUES et al., 2016, SANTOS et al., 2017).

A espécie Lactuca sativa L. tem se mostrado uma escolha notavel para os estudos
quimioecoldgicos, principalmente devido as suas caracteristicas favoraveis como bioensaio
(RICE, 1984). Sua alta sensibilidade aos compostos testados, mesmo em baixas
concentragdes, torna-a um excelente indicador para avaliar a acdo de substancias bioativas
(SMIDERLE et al., 2001). Além disso, o rapido tempo de germinacdo, que ocorre em
aproximadamente 24 horas, e 0 crescimento linear em ampla variacdo de pH facilitam a
conducao dos experimentos (SIMOES et al., 2013).

Outra vantagem €é a baixa sensibilidade aos potenciais osmdticos de extratos,
permitindo a avaliacdo precisa dos efeitos dos compostos testados. A rapida fase de
estabelecimento da planta, atingindo esse estdgio em apenas 21 dias, agiliza o
desenvolvimento do bioensaio (MORAES et al., 2015). Adicionalmente, a espécie possui um
namero reduzido de cromossomos e a presenca de cromossomos grandes, caracteristicas que
sdo propicias para analises citogenéticas e auxiliam na compreensdo dos efeitos dos
compostos a nivel celular (LEME; MARIN-MORALES, 2009; SOUSA et al., 2009).



16

Esses atributos em conjunto conferem a Lactuca sativa L. uma posi¢do proeminente
como uma ferramenta confidvel e eficiente para os estudos quimioecoldgicos e para a
avaliacdo de compostos bioativos (RICE, 1984; SMIDERLE et al., 2001; SIMOES et al.,
2013; MORAES et al., 2015; LEME; MARIN-MORALES, 2009; SOUSA et al., 2009).
Entretanto, outros estudos ja foram realizados com a Lactuca sativa L., e embora sejam
menos relatados na literatura, demonstram a possibilidade de utilizacdo do bioteste para as
analises ecofisioldgicas, a quantificacdo de pigmentos cloroplastidicos e o0s aspectos
bioquimicos (PAULUS et al., 2010; SILVA et al., 2011; AUMONDE et al., 2012).

De modo geral, poucas pesquisas abordando alelopatia, tendo como enfoque a
citogenotoxicidade, utilizam como alvo as plantas daninhas. Isso se deve a dificuldade de se
obter uma caracterizacdo citogenética adequada dessas espécies, bem como do
comportamento de seu complemento cromossémico e do ciclo celular somatico.

Na revisdo de literatura apresentada por Lousada et at. (2012) o picdo-preto (Bidens
pilosa L.) é apontado como uma das piores plantas daninhas de culturas anuais em mais de 40
paises, devido a alta competitividade conferida pelo desenvolvimento em altas densidades, é
portanto, uma invasora bastante agressiva, que além de competir com a cultura pode servir de
hospedeiro de pragas e doengas, podendo provocar perdas significativas de produtividade em
culturas agricolas.

Essa espécie € originaria da América Tropical, herbacea, ereta, com altura entre 40 e
120 cm, de ciclo anual que se propagada via sementes, muito prolifera, de ciclo curto e com
capacidade de produzir até trés geragfes por ano (LORENZI, 2000). E entre as espécies
invasoras utilizadas em estudos de prospeccdo de aleloquimicos para fins biocida, tem se
destacado como planta alvo (SILVA, 2012; LOUSADA et al., 2012; JABRAN et al., 2015;
COSTA etal., 2018).

Costa et al. (2018) relata que o picdo-preto tem germinacdo 6tima em temperaturas de
20° C a 25° C, podendo ser assim comparada ao bioteste Lactuca sativa L. que possui
caracteristicas similares, além de ser uma planta daninha muito utilizada para avaliar a
fitotoxicidade incluindo a inibicdo da germinacéo, e os diferentes pardmetros observados para
0 crescimento inicial das plantas teste, como o alongamento de raiz, o crescimento de parte

aérea e a biomassa.
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3JUSTIFICATIVA

Devido ao aumento da incidéncia de ervas daninhas resistentes a muitos herbicidas
comerciais, ha um interesse crescente no desenvolvimento de métodos alternativos baseados
em produtos naturais para o controle dessas plantas. Nesse contexto, os metabdlitos
secundarios produzidos por plantas que tenham o efeito alelopatico, como as cumarinas, bem
como seus derivados sintéticos, podem contribuir para um avanco em estudos que envolvam
uma alternativa eficiente para a agricultura no controle de plantas daninhas, permitindo obter
produtos de alta qualidade contendo agentes menos agressivos a biota.

As moléculas investigadas neste estudo ainda ndo foram submetidas a ensaios
bioquimicos em plantas, resultando na falta de conhecimento acerca de sua atividade e dos
mecanismos de acdo nesses sistemas biologicos.

Os compostos quimicos investigados neste estudo ainda ndo foram submetidos a
ensaios bioquimicos em plantas, resultando na falta de conhecimento acerca de sua atividade
e dos mecanismos de acao nesses sistemas biologicos.

Portanto, é imprescindivel avaliar o potencial alelopatico das cumarinas sintéticas
derivadas do eugenol, cujas propriedades de agdo s&o ainda desconhecidas em modelos
vegetais. Essa avaliacdo fornecera informacdes relevantes para pesquisas futuras que visem
utilizar essas substancias como alternativas aos herbicidas convencionais

Portanto, é imprescindivel avaliar o potencial alelopatico das cumarinas sintéticas
derivadas do eugenol, cujas propriedades de agdo sdo ainda desconhecidas em modelos
vegetais. Os resultados obtidos nesta avaliacdo fornecerdo informagdes fundamentais para
estudos prospectivos que visam explorar o potencial dessas substancias como alternativas

viaveis aos herbicidas convencionais.
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4 OBJETIVOS

A seguir s@o apresentados 0s objetivos gerais e especificos da dissertacdo e do artigo

nela contido.

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade biologica de trés derivados cumarinicos inéditos por meio dos
parametros de fitotoxicidade e citogenotoxicidade em bioensaios com Lactuca sativa L. e

Bidens pilosa L.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a fitotoxicidade de cumarinas sintéticas utilizando parametros de germinacéo e
crescimento inicial em bioensaios vegetais.

Avaliar a citogenotoxicidade de cumarinas sintéticas utilizando analisando possiveis
interferéncias sobre o ciclo celular e 0 complemento cromossdmico de Lactuca sativa L. e

Bidens pilosa L.
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RESUMO

Compreender a importancia dos metabolitos secundarios nos leva aos compostos cumarinicos,
que podem ser encontrados em varios grupos de plantas. Eles desempenham um papel crucial
na sobrevivéncia vegetal, agindo como defesa contra fitopatdogenos. Muitos estudos mostram
que essas substancias podem afetar a germinacdo e o crescimento inicial de outras plantas,
mas ainda ha poucos que investigaram seus efeitos na genética das células. A toxicidade de
compostos cumarinicos podem dar aporte para produgdo de herbicidas menos tdxicos ao
ambiente. A fim de verificar efeitos fitotoxicos e citotoxicos de trés cumarinas inéditas
[Formileugenol (CA); Formildiidroeugenol (CAl) e Orto-vanila (CA2)] derivadas do
eugenol, realizou-se o presente trabalho. Para a realizacdo do ensaio vegetal utilizou-se
plantas alvo Lactuca sativa L. e Bidens pilosa L. Cada cumarina foi dissolvida em uma
solucdo de agua destilada, para se obter a solugdo estoque de concentracdo 5,000 pg.mL™?, a
partir da qual foram obtidas as concentracdes de 400 pg.mL?, 800 pg.mL?* e 1600 pg.mL™,
Para os estudos de fitotoxicidade foram avaliados: germinabilidade (G%), indice de
velocidade de germinagdo (IVG), nimero de plantulas normais (NPN), alongamento de raiz
(AR), comprimento de parte aérea (CPA) e biomassa fresca (BF) e seca (BS). Para
citotoxicidade foram avaliados: indice mitético (IM) e a possivel ocorréncia de anormalidades
cromossomicas (AC). O delineamento foi inteiramente causalisado (DIC), com 3 repeticdes,
com fatorial 3x4x2 (3 moléculas, 4 concentracfes e 2 biotestes). Os dados obtidos foram
submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA) e as médias comparadas por meio do teste de
Scott-Knott a 5% de significancia utilizando o programa Sisvar versdo 5.6. Os experimentos
de fitotoxicidade demonstraram que a molécula CA foi a mais responsiva, principalmente
para 1600 pg.mL nos dois biotestes. Os parametros %G, IVG, AR, CPA, NPN e RI foram
significativos em demonstrar, na concentragdo 1600 pg.mL?, a eficiéncia da CA como
aleloquimico em ambos biotestes. A analise dos aspectos carioldgicos permite inferir que os
derivados cumarinicos testados ndo apresentam efeitos citogenotoxicos. Dessa forma pode-se
afirmar que o derivado cumarinico Formileugenol pode vir a ser uma substancia promissora,
para os programas de controle de plantas daninhas que visem o controle quimioecol6gico
dessas plantas.


https://www.soportugues.com.br/secoes/fono/fono35.php

23

Palavras-chave: Formileugenol. Fitotoxicidade. Aleloquimico. indice alelopatico. Lacutca
sativa. Bidens pilosa.

ABSTRACT

Understanding the importance of secondary metabolites leads us to coumarin compounds,
which can be found in several groups of plants. They play a crucial role in plant survival,
acting as a defense against phytopathogens. Many studies show that these substances can
affect the germination and early growth of other plants, but there are still few who have
investigated their effects on cell genetics. The toxicity of coumarin compounds can contribute
to the production of herbicides that are less toxic to the environment. In order to verify
phytotoxic and cytotoxic effects of three new coumarins [Formileugenol (CA);
Formyldihydroeugenol (CA1) and Ortho-vanilla (CA2)] derived from eugenol, the present
work was carried out. To carry out the plant test, target plants Lactuca sativa L. and Bidens
pilosa L. were used. Each coumarin was dissolved in a distilled water solution, to obtain the
stock solution with a concentration of 5,000 pug.mL?, from which concentrations of 400
pg.mL?, 800 pg.mL-1 and 1600 pg.mL* were obtained. For phytotoxicity studies, the
following were evaluated: germinability (G%), germination speed index (IVG), number of
normal seedlings (NPN), root elongation (AR), shoot length (CPA) and fresh biomass (BF)
and drought (BS). For cytotoxicity, the following were evaluated: mitotic index (MI) and the
possible occurrence of chromosomal abnormalities (AC). The design was entirely causalized
(DIC), with 3 replications, with a 3x4x2 factorial (3 molecules, 4 concentrations and 2
biotests). The data obtained were subjected to Analysis of Variance (ANOVA) and the means
compared using the Scott-Knott test at 5% significance using the Sisvar version 5.6 program.
The phytotoxicity experiments demonstrated that the CA molecule was the most responsive,
mainly to 1600 pg.mL™ in the two biotests. The parameters %BF, IVG, AR, CPA, NPN and
RI were significant in demonstrating, at a concentration of 1600 pg.mL™?, the efficiency of
CA as an allelochemical in both biotests. The analysis of karyological aspects allows us to
infer that the coumarin derivatives tested do not present cytogenotoxic effects. Therefore, it
can be stated that the coumarin derivative Formileugenol could prove to be a promising

substance for weed control programs aimed at chemoecological control of these plants.

1. INTRODUCAO
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As cumarinas sdo uma classe diversificada de compostos organicos heterociclicos,
amplamente investigada como um grupo de metabodlitos secundarios presentes em varias
especies vegetais, sendo principalmente derivadas da via metabdlica do acido chiquimico
(RAZAVI, 2011). Esses compostos cumarinicos sdo comumente isolados de plantas
superiores, mas também podem ser encontrados em fungos e bactérias (KUSTER e ROCHA,
2007).

Elementos cumarinicos sdo uma classe diversificada de compostos organicos
heterociclicos, amplamente investigados como um grupo de metabdlitos secundarios
presentes em varias espécies vegetais, sendo principalmente derivados da via metabélica do
acido chiquimico (RAZAVI, 2011). Esses compostos cumarinicos sdo comumente isolados de
plantas superiores, no entanto, também podem ser encontrados em microrganismos
fungiformes e procariotos (KUSTER e ROCHA, 2007). Notavelmente, as cumarinas
apresentam uma ampla gama de bioatividades, desempenhando um papel essencial na
sobrevivéncia das plantas, incluindo fun¢Ges como defesa contra fitopatdégenos, resposta ao
estresse abiotico, regulacéo do estresse oxidativo e modulagdo hormonal (BOURGAUD et al.,
2006).

Importante destacar que as cumarinas exibem um impressionante espectro de
propriedades farmacol6gicas e bioldgicas, abrangendo caracteristicas antioxidantes,
antimicrobianas, antibidticas, anti-inflamatorias, anticoagulantes, antivirais,
imunomodulatérias e broncodilatadoras, tornando-as aplicaveis em diversas areas de pesquisa
(RAZAVI; ZARRINI; RAD, 2011). NARUKA e MAHAJAN (2011) destacam que as
cumarinas sdo lactonas derivadas do &cido o-hidroxi-cindmico, representando uma classe
diversificada de metabolitos secundarios. O nucleo fundamental de todas as cumarinas resulta
da fusdo dos anéis benzeno e 1,2-pirona. Elas podem ser categorizadas em cumarinas simples,
furanocumarinas, piranocumarinas, cumarinas com substituintes no anel pirona e cumarinas
miscelaneas.

O nucleo fundamental comum a todos os compostos cumarinicos resulta da fusdo dos
anéis benzeno e 1,2-pirona. Cumarinas miscelaneas, piranocumarinas, cumarinas com
substituintes no anel pirona, furanocumarinas e cumarinas simples sdo as categorias em que
elas podem ser classificadas.

Dentre as cumarinas simples, encontram-se compostos derivados da cumarina per se,
com o anel principal das cumarinas e diversos grupos substituintes como hidroxi, alcoxi,

acetoxi, alquil, entre outros.
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Dentre as cumarinas simples, encontram-se compostos derivados da cumarina per se,
com o anel principal das cumarinas e diversos grupos substituintes, como alquil, alcoxi,
hidroxi, acetoxi, entre outros, podem estar presentes nas cumarinas.

A maioria das cumarinas apresenta uma substituicdo por um grupo hidroxila na
posicdo 7, que pode sofrer metilagdo ou glicosilagdo. Por outro lado, as furanocumarinas
possuem um anel furano condensado ao nucleo cumarinico, enquanto as piranocumarinas
apresentam um anel pirano, ambas subdivididas em lineares e angulares. As cumarinas com
substituintes na posicdo 3 e 4 sdo classificadas como cumarinas com substituintes no anel
pirona. Ja as cumarinas miscelaneas compreendem as biscumarinas, bem como as cumarinas
diméricas, exemplificadas pelo dicumarol e isocumarinas (BOURGAUD et al., 2006).

Nessa linha de investigagéo, é fundamental ressaltar que a diversidade estrutural das
cumarinas tem sido amplamente explorada para compreender suas propriedades e atividades
bioldgicas, que abrangem desde efeitos farmacoldgicos até aplicagdes industriais (NARUKA
e MAHAJAN, 2011). O estudo das cumarinas continua a ser uma area de grande interesse e
importancia para o avango do conhecimento cientifico e das aplicacdes praticas. As cumarinas
tém sido objeto de varias pesquisas que relatam seu potencial alelopatico sobre a alface,
resultando na inibicdo da germinagéo, do alongamento caulinar e radicular. Essas substancias
exercem efeitos significativos nos processos fisiolégicos e morfolégicos da planta,
influenciando a interacdo entre diferentes espécies vegetais e a dindmica das comunidades.
(RAZAVI; IMANZADEH; DAVARI, 2010; TAKEMURA et al., 2013; NIRO et al. 2016). A
alelopatia, segundo a Sociedade Internacional de Alelopatia, é definida como a ciéncia que
estuda qualquer processo envolvendo, essencialmente, metabolitos secundarios produzidos
por plantas, algas, bactérias e fungos que influenciam o crescimento e desenvolvimento de
sistemas agricolas e bioldgicos, incluindo-se os efeitos positivos e negativos (MACIAS et al.,
2000). Segundo Razavi (2011), a alelopatia é considerada uma estratégia natural em plantas
protegendo-as contra 0s inimigos do ambiente e das plantas competidoras. Este processo
envolve os metabdlitos secundarios de plantas que suprimem o0 crescimento e 0
desenvolvimento de sistemas bioldgicos circundante.

S&o poucos estudos que descrevem os mecanismos e modos de acdo de aleloquimicos.
A maior parte refere-se apenas ao efeito dos compostos secundarios sobre a germinacao e o
crescimento da planta-teste, sem considerar os eventos celulares relacionados as mudancas
fisioldgicas e genéticas (IGANCI et al., 2006; REIGOSA et al., 2013). De acordo com
Gniazdowska e Bogatek (2005) e Trezzi et al. (2016), a acdo dos aleloquimicos pode ser
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avaliada em diferentes niveis tais como: nivel molecular e bioguimico (a diminuicdo da
sintese de DNA, RNA e proteinas housekeeping, o aumento da sintese de proteinas de
estresse; 0 acumulo de prolina, a inibicdo da atividade das enzimas); nivel estrutural (as
alteracdes na ultraestrutura celular, a inibicdo da mitose); nivel fisiolégico (as alteracGes na
fotossintese, a respiracdo mitocondrial, a absorcdo de ions, o crescimento e o0
desenvolvimento).

Os estudos de fitotoxicidade e citogenotoxicidade sao amplamente utilizados com o
intuito de verificar a atividade de diferentes compostos sobre os parametros fisioldgicos e
citogenéticos dos biotestes vegetais (ALVIN et al., 2011; RIBEIRO et al., 2012; SANTOS et
al., 2017; MARTINS et al., 2018). Segundo a literatura podem ser utilizadas como bioensaios,
nos estudos sobre os efeitos de aleloquimicos, sementes nativas ou de espécies cultivadas,
entre elas se destacam alface e picdo (SIMOES et al., 2013; FREITAS et al., 2015; IQBAL et
al., 2019).

S&o poucos os trabalhos que verificam os efeitos das cumarinas em biotestes vegetais
avaliando os parametros de crescimento inicial, os efeitos citogenotoxicos e bioguimicos,
principalmente quando ha um comparativo entre dois bioteste considerados modelo a alface
(bioteste convencional) e uma planta daninha, no caso o picdo. Nesse sentido determinar o
efeitos fitotdxicos e citogentoxicos sobre os biotestes vegetais é considerado de suma
importancia para subsidiar o desenvolvimento de herbicidas que podem ter um impacto

menos negativo sobre o0 ambiente natural.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENCAO DAS MOLECULAS INEDITAS

Todas as cumarinas sintetizadas possuem composic¢Oes inéditas, caracterizando o
trabalho como sendo inovador. Todas as cumarinas utilizadas na presente pesquisa foram
sintetizados a partir do eugenol, por meio de uma metodologia classica amplamente descrita
na literatura. Esse processo envolve a conversdo do eugenol em um derivado formilado,
seguido de ciclo-condensacdo com compostos dicarbonilicos na presenca de uma catélise
bésica, sob aquecimento, de acordo com padrdes na literatura.

O trabalho pode ser considerado inovador, pois a composi¢cdo das cumarinas

utilizadas € inédita. Todas as cumarinas utilizadas nesta pesquisa foram obtidas a partir da
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sintese organica do eugenol, por meio de uma metodologia classica amplamente descrita na
literatura. Esse processo envolve a conversdo do eugenol em um derivado formilado, seguido
de ciclo-condensacdo com compostos dicarbonilicos na presenca de uma catalise basica, sob
aquecimento, de acordo com padr@es na literatura.

E possivel observar na Figura 1 que parte da estrutura do eugenol é mantida (cadeia
lateral insaturada) e a outra subunidade, a qual estd destacada, é envolvida na formagdo do
chamado ndcleo cumarinico. Alem disso, € descrito o processo de formacao dos derivados

cumarinicos anidrido succinico/piridina.

Nicleo dos Al:R=0H
derivados
cumarinicos
Eugenol estudados A2: R=CH,
o~ Série de |
OH reagies i ' A3: R=CgHs
7 i ;
A4: R= CgHy-4-NO>
{1 Eugenol
D Niicleo cumarinico A5: R= C6H4-4-NH2

Figura 1 - A sintese empregada na obtengdo das cumarinas utilizadas neste estudo foram obtidas tendo como
primeira etapa: i) reagdo de obtencdo do intermediario formileugenol: hexamina, &cido acético glacial, 140 °C,
seguido de hidrdlise com HCI aquoso; ii) condicBes de reacdo para obtencdo das cumarinas Al-A4: acido
malbnico ou B-cetoéster respectivo, piperidina, etanol, 80 °C; condicGes de reacdo para obtencdo da cumarina
Ab5: reducdo da cumarina A4 com paladio-carvao + H2 ou cloreto de estanho hidratado em etanol; condicao de
reacdo para obtencdo da cumarina A6: anidrido succinico, piridina, 80 °C.

Obtida a formulacdo dos derivados cumarinicos anidrido succinico/piridina esses
foram modificados com farmacoforos, sendo: CA — Formileugenol; CAl -

Formildiidroeugenol e CA2 - Orto-vanila (Figura 2).

CA o7 H 0 CA1
0. .0 NNOH (Na)
e & ©
Q

o7 H o) CAZ H )
0.0 NNOH (Na) 00 NNOH (Na)
= 0] e e}
0 0

Figura 2. Derivados cumarinicos anidrido succinico/piridina. CA — Formileugenol (molécula A6), CAl —
Formildiidroeugenol e CA2 - Orto-vanila.
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2.2 ENSAIOS DE FITOTOXICIDADE

As cumarinas foram dissolvidas em &gua destilada e uma solucdo estoque na
concentragdo 5000 pg.mLt foi obtida. Posteriormente, foram preparadas solugdes nas
concentracOes (400 pg.mLt, 800 pug.mL* e 1600 pg.mL?) para execucdo dos bioensaios de
fitotoxicidade.

Para os pardmetros de germinacdo (porcentual de germinacéo e indice de velocidade
de germinagdo) sementes de Lactuca sativa L. cv Baba de Verdo (Feltrin) e Bidens pilosa L.
(coletadas em populagdes naturais na regido sul do Estado de Minas Gerais) foram colocadas
para germinar em placa de Petri contendo duas folhas de papel filtro Witmann n° 2,
umedecido com 3 mL de solu¢do nas diferentes concentragdes e derivados cumarinicos,
utilizou-se como controle negativo agua destilada. Os tratamentos foram acondicionados em
camara tipo B.O.D. (Eletrolab 122 FC), a 24°C e fotoperiodo de 12 horas, durante 7 dias para
L. sativa e 12 dias para B. pilosa. Além dos aspectos germinativos também foram avaliados:
alongamento de raiz, comprimento de parte aérea, niUmero de plantulas normais, biomassa

fresca e biomassa seca.

A taxa de germinacdo (G) foi obtida através da seguinte equacdo:
G = (N/A) x 100 G = percentual de germinacéo;
N = numero total de sementes germinadas;
A = numero total de sementes colocadas para germinar;

A germinacéo foi avaliada a cada 4 horas durante o decorrer do experimento obtendo-
se 0 indice de velocidade de germinacdo (IVG) de acordo com a férmula proposta por
Maguire (1962):

IVG= (N1/T1) + (N2/T2) + (Nn/Tn)

IVG = indice de velocidade de germinacao;

Nn = nimero total de sementes germinadas num intervalo Tn;
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Tn = intervalo de tempo.

A partir desses dados foi calculado o indice de efeito alelopatico (RI) e velocidade de
germinacéo (VG) conforme descrito por Borella; Martinazzo; Aumonde (2011).

Para a analise da Non-Protein Nitrogen (NPN), foram consideradas como plantulas o
material vegetal que passou pelo processo de germinagédo e desenvolveu tanto a raiz quanto a
parte aerea. Além disso, como plantulas normais, foram selecionadas aquelas que
apresentaram caracteristicas visuais semelhantes ao grupo controle, ndo exibindo sinais
visiveis de efeito toxico.

Foram consideradas plantulas como material vegetal, para a analise do Nitrogénio Néao
Proteico (NPN), aquelas que passaram pelo processo de germinacao e desenvolveram tanto a
raiz quanto a parte aérea. Além disso, como plantulas normais, foram selecionadas aquelas
que apresentaram caracteristicas visuais semelhantes ao grupo controle, ndo exibindo sinais
visiveis de efeito toxico.

Ja para a andlise dos parametros Absolute Root (AR) e Crown-Root Ratio (CRR),
foram escolhidas as 10 maiores plantulas de cada placa. Essas medicdes foram realizadas com
0 auxilio de um paquimetro digital (DIGIMESS® 150 mm), garantindo maior precisdo na
obtencdo dos valores desses parametros morfolédgicos.

Para a andlise dos parametros Absolute Root (AR) e Crown-Root Ratio (CRR), optou-
se pela selecdo das 10 maiores plantulas provenientes de cada placa como amostras
representativas do material vegetal. As medicGes foram realizadas com o auxilio de um
paquimetro digital (DIGIMESS® 150 mm), garantindo maior precisdo na obtencdo dos
valores desses parametros morfologicos.

Ap0s a pesagem da biomassa fresca em balanca analitica (Marte AW220), as plantulas
foram levadas para a estufa (Nova Etica 400 ND) com circulacio de ar a 45 °C até que o
material se encontrasse completamente seco e com massa constante para obtencdo da

biomassa seca.

2.3 ENSAIOS DE CITOGENOTOXICIDADE

A citogenotoxicidade dos derivados cumarinicos foi avaliada por meio de seus efeitos

sobre o comportamento do ciclo celular e do complemento cromossémico dos biotestes
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expostos aos diferentes tratamentos, conforme as condi¢es e 0 delineamento experimental
descritos para os Ensaios de Fitotoxicidade.

As sementes germinadas (com protrusdo de aproximadamente 2 mm da radicula) foram
coletadas, fixadas em Carnoy (etanol e acido acético, 3:1) e armazenadas a 4 °C para posterior
confecgdo das preparaces citologicas e a andlise do indice mitdtico e a presenca de
anormalidades cromossdmicas, conforme descrito por Miranda et al. (2018) e Santos et al.
(2017). Foram analisadas 3000 células por tratamento e o indice mitotico foi obtido
dividindo-se 0 numero de células em mitose pelo numero total de células observado,
multiplicando-se por 100, conforme proposto por Andrade-Vieira et al. (2018) e Pereira et al.
(2013), com adapatacbes. As anormalidades cromossdmicas, quando presentes, serdo
classificadas de acordo com o0s seguintes critérios:

- Quebras cromatidicas equivalentes a perda de cromatides do cromossomo ou por
fragmentacdo que ocorrem nas cromatides durante a divis&o celular;

- Néo disjuncdo dos cromossomos no final da metafase, formando estruturas denominadas de
pontes anafasicas, alteragcdes essas observadas no inicio da anéafase;

- Perda de cromossomos inteiros durante o processo de divisdo celular causada por
desestabilizacdo do fuso acromaético.

- Presenca de micronucleo equivalente a uma estrutura de contorno regular, redondo ou oval,
e devendo estar dentro do citoplasma de uma celula; o MN deve estar no mesmo plano de

foco de observacdo e nitidamente separado do nucleo.

2.4 ANALISES ESTATISTICAS

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) com 3 moléculas, 2
biotestes e 4 concentracdes (controle, 400, 800 e 1600 pg/mL™). Todos os dados foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas por meio do teste de Scott-Knott, a
5% de significancia, utilizando o software Sisvar versdo 5.6 (FERREIRA, 2014).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os trés derivados cumarinicos deste estudo foram sintetizados a partir de eugenol
utilizando um método tradicional descrito na literatura para a obtencdo de outras cumarinas.

Isto foi feito convertendo eugenol num derivado formilado e subsequente ciclocondensacéo
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deste com compostos de dicarbonilo na presenca de um catalisador basico sob calor. Parte da
estrutura do eugenol é mantida (cadeia lateral insaturada) e a outra subunidade, que é
destacada na Figura 1, estd envolvida no chamado nucleo cumarinico. A cadeia lateral
carbonila diferencia os seis derivados com byase na natureza do grupo R. As cumarinas Al —
A6 foram obtidas com rendimentos de 52 a 96%, e em quantidades suficientes para a
realizacdo dos experimentos. Neste trabalho, foram obtidos dois derivados cumarinicos
sintéticos, a partir de modificagdes da molécula A6 (4 - (4- (8-metoxi-6- acido (prop-2-en-1-
il)-2H-cromen-3-carbonil)fenil)amino)-4-oxobutandico) destacadas na Figura 2, constituindo
portanto, os trés derivados cumarinicos anidrido succinico/piridina testados pela primeira vez

em bioensaios de plantas.

3.1 ENSAIO DE FITOTOXICIDADE E CITOGENOTOXICIDADE EM Lactuca sativa L.

Os derivados cumarinicos anidrido succinico/piridina testados mostraram-se
potencialmente fitotoxicos aos processos de germinacdo e crescimento inicial dos bioteste
Lactuca sativa L., como pode ser verificado na Tabelal. As trés concentracGes e proporcdes
provavelmente ndo foram significativas para levar a um efeito negativo no processo
germinativo, considerando-se a emissdo da raiz primaria e a parte aérea.

Em Lactuca sativa a germinagdo (%G) foi analisada em trés periodos diferentes 24
horas, as 48 horas e no sétimo dia. Nesse sentido € possivel observar que a porcentagem de
sementes germinada, para & moléculas CA1l (Formildiidroeugenol) e CA2 (Orto-vanila)
foram estatisticamente iguais ao controle, apesar das variacOes estatisticas observadas em 24 e
48 horas, o padrdo de germinacédo final ndo foi afetado, apenas retardado. Entretanto para a
molécula CA ¢ possivel observar tanto variacdes ao longo dos pontos analisados quanto da
porcentagem germinativa final. Na concentracdo de 1600 pg.mL™* a molécula CA apresenta
um comportamento diferente de todas as demais concentragdes na germinacado final, inibindo
aproximadamente 18% da germinacéo total das sementes quando comparada ao controle. Essa
taxa germinativa, aliada &s variagdes de germinacdo ao longo do periodo avaliado, afetaram
significativamente o indice de velocidade de germinacéo de forma concentracdo dependente,
uma vez que, conforme a concentracdo da molécula aumenta o indice fica menor quando
comparado ao controle. Esses resultados vao de encontro aos verificados por Colpas et al.
(2003) que testando moléculas de cumarina em sementes de soja observaram reducdo de até

30 % na porcentagem de germinacdo, além de apresentar aspectos morfoldgicos totalmente
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fora do padrdo comparando como grupo controle, como raizes reduzidas e oxidadas. As
moléculas cumarinicas possuem efeito que depende da concentragdo (LUPINI et al. 2014;
SALEH, MADANY, GONZALEZ, 2015). Um efeito dose concentracdo pdde ser confirmado
para a molécula CA, uma vez que conforme a concentracdo da molécula foi elevada
diferencas estatisticas na maioria dos parametros de crescimento inicial foi observada.

Vale sinalizar que a molécula CA, principalmente na concentracdo de 1600 pg.mL?,
foi a mais responsiva quanto a reducdo dos parametros germinativos (Tabela 1), estes sdo os
principais parametros analisados em experimentos de fitotoxicidade (ROSA et al., 2013;
MORAES et al., 2015; SILVEIRA et al., 2014). Corroborando com tais resultados, de acordo
com Razavi e Zarrini (2010) estudos realizados com cumarinas (7-prenyloxy cumarin,
auraptene; concentragcdes <100 pg.mL™?) demonstram-se que as mesmas sdo fitotoxicas e
apresentaram uma significativa inibi¢cdo da germinacéo, reducao na porcentagem germinativa,
crescimento de plantulas e crescimento de raiz de alface. A explicagdo para a reducdo
germinativa observada nos dois biotestes (Bidens pilosa L. e Lactuca sativa L.) pode estar
condicionada as reservas nutritivas do endosperma do embrido, que permite a planta
promover o0 crescimento mesmo em condi¢cBes adversas, entretanto, embora aja um
desenvolvimento, este é anormal e a plantula ndo chega a fase adulta (MIRO et. al 1998;
FERREIRA e AQUILA 2000), sendo a germinacdo normalmente o parametro menos afetado
pelos aleloquimicos, pois as substancias alelopaticas podem induzir o aparecimento de
plantulas anormais, e a radicula uma das regides mais afetadas (GUSMAN, VIEIRA E
VESTENA 2012).

Em estudo realizado por Chuah, Tan, Ismail (2013) observa-se que o uso de cumarinas
em combinacdo com p-vanillin, foram capazes de causar uma reducao de 90% na emergéncia,
comprimento da raiz, comprimento da parte aérea e peso fresco, de Eleusine indica L.

Para o parametro AR a molécula CA foi a mais fitotoxica (Tabela 1), principalmente
nas concentragdes 800 pg.mL™ e 1600 pug.mLt. E possivel verificar qualitativamente (Figura
3) o que foi confirmado pela estatistica, principalmente na concentragdo 1600 pg.mL™2. Para
Gusman, Vieira e Vestena (2012) o efeito causado diretamente na radicula se explique por
essa regido estar em contato direto com o quimico, fazendo com que a planta use de
mecanismo de protecdo como espessamento na parede celular, formacdo de vacuolos para
remediar a acdo do agente toxico.

Outro pardmetro de crescimento afetado foi o comprimento de parte aérea (CPA) em

que todas as concentracdes, de todas as moléculas, sdo estatisticamente diferentes quando
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comparadas ao controle. Acredita-se que com a diminuicdo da raiz a planta tentou compensar
0 CPA. Na concentracdo de 1600 pg.mL* da molécula CA, apesar do bioteste ter conseguido
realizar essa compensacao, nesta concentracdo os valores ficaram estatisticamente iguais ou
abaixo de todas as demais concentracfes das moléculas, exceto do controle, comprovando que

nessa concentracdo a molécula CA é mais fitotdxica.

Figura 3. Avaliacdo dos pardmetros de comprimento de parte aérea em plantulas de
Lactuca sativa L. expostas a cumarina CA no sétimo dia ap6s o inicio do experimento.
A. Controle (gua destilada), B. 400 pug.mL™, C. 800 pug.mL™%, D. 1600 pg.mL™.

O pardmetro ndmero de plantulas normais (NPN) demonstrou resultado
estatisticamente diferente comparado ao controle, isso para a concentragdo de 1600 pg.mL*
da molécula CA. Em testes de fitotoxicidade, geralmente mesmo havendo um
desenvolvimento inicial da plantas, em virtude do efeito fitotoxico este € anormal e a plantula
ndo chega a fase adulta (MIRO et. al 1998; FERREIRA e AQUILA 2000).
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Avaliando os aspectos de crescimento inicial BF e BS também é possivel verificar que
foram afetados. A maioria das concentracbes apresentaram diferenca estatistica ou se
mantiveram iguais ao controle, essa caracteristica sugere que a capacidade hidrostatica da
planta foi afetada e a assimilagdo de carbono, também. Observa-se na Tabela 1 que apos a
secagem foi possivel observar diferenca estatistica no peso, principalmente para a molécula
CA, em todas as concentracdes. A molécula CA2 na concentragdo de 1600 pg.mL* também

aumentou peso final da plantula.
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Tabela 1. Parametros de germinacdo, crescimento inicial, indice de efeito alelopatico e indice mitdtico em Lactuca sativa L. exposta aos derivados
cumarinicos anidrido succinico/piridina. CA — Formileugenol, CA1 — Formildiidroeugenol e CA2 - Orto-vanila.

Tratamento  G24h G48h G7d VG AR CPA NPN BF BS R IM FAC
(g.mL™1) (%) (%) (%) (mm)  (mm) (%) (9) (9) (%) (%)
Controle 95,55 a 98,89 a 98,80a 11,26a 1995e 12,87d 98,80a 0,3300c 0,0232b - 33,21a 0,1333a

400 9555a 97,78a 97,78a 10,69a 2154e 1923b 98,89a 0,7400a 0,0267a -0,0275a 32,30a 0,3000 a
CA 800 82,22b  97,78a 97,78a 864b 1574f 2911a 98,89a 0,7133a 0,0259a -0,0822a 30,73a 0,1666 a
1600 38,89c 81,11b 8166b 511c 10,22f 16,69c 86,66b 0,4400b 0,0257a -0,3349b 32,46a 0,1666 a
400 88,89b 9889a 9889a 10,49a 3500c 1553c 9889a 0,3533c 0,0226b -0,0502a 32,21a 0,1500a
CAl 800 9555a 100,00a 100,00a 11,05a 49,86b 1505c 100,00a 0,4366b 0,0242b -0,0172a 29,58a 0,2166 a
1600 9555a 98,89a 9889a 11,14a 58,02a 1761b 9889a 0,3800c 0,0228b -0,0240a 31,96a 0,0833a
400 88,89b 100,00a 100,00a 11,03a 27,27d 17,76b 100,00a 0,4333b 0,0233b -0,0429a 32,21a 0,1666a
CA2 800 9444a 98,89a 9889a 1100a 22,23e 21,14b 98,89a 05200b 0,0218b -0,0283a 31,28a 0,1666 a
1600 90,00b 100,00a 100,00a 10,62a 27,76d 1887b 100,00a 0,6733a 0,0265a -0,0388a 32,21a 0,1833a

Porcentagem de germinagdo (G%), indice de velocidade de germinacédo (IVG), nimero de plantulas normais (NPN), alongamento de raiz (AR), comprimento de parte aérea
(CPA) e biomassa fresca (BF), biomassa seca (BS), indice alelopatico (RI), indice mitético (IM), Frequéncia de anormalidades cromossdmicas (FAC). Médias seguidas da
mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.
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O indice alelopatico (RI) foi analisado e verificou-se que todas as 3 moléculas
apresentaram efeito alelopatico quando comparadas com o controle, sendo a molécula CA na
concentragdo de 1600 pg.mLt a mais significativa. Esse efeito alelopatico confirmam todos
0s parametros afetados ao longo do experimento.

O indice mitético e a frequéncia de anormalidades cromossdmicas ndo demonstraram

variagOes estatisticamente significativas.

3.2 ENSAIO DE FITOTOXICIDADE E CITOGENOTOXICIDADE EM Bidens Pilosa L.

Os dados para os parametros porcentagem de germinacdo (%G) de Bidens pilosa L.
levam em consideracdo dois espacos de tempo 96 horas e 12 dias. Até as 96 horas iniciais a
molécula CA (Formileugenol) na concentragdo de 800 pg.mL* diminui significativamente a
germinacdo do bioteste enquanto que na concentracdo 1600 pg.mL* o resultado foi ainda
mais incisivo pois nenhuma semente germinou. Entretanto quando analisamos a germinacéo
no décimo segundo dia apenas duas moléculas apresentam variacdo estatistica significativas a
molécula CA (Formileugenol) em todas &s suas concentragdes e a molécula CAl
(Formildiidroeugenol) nas concentragdes 800 pg.mL* e 1600 pg.mL™t. Valeu destacar aqui
que a concentracdo de 1600 pg.mL* da molécula CA inibiu cerca de 40% da germinacéo do
bioteste (Tabela 2).

Segundo Lessa et al. (2017) os extratos aquosos de folhas de Amburana cearensis e
Plectranthus barbatus apresentaram carater inibitério na porcentagem de germinacdo de
Amaranthus deflexus. Tal efeito é indicado pela presenca de cumarinas nestes extratos,
podendo esta ser o principio ativo da espécie. Este estudo vai de encontro com a pesquisa
realizada por Mano (2006) que testou extratos obtidos através de folhas secas de cumaru
(Amburana cearensis), e estes apresentavam como principio ativo a cumarina, com potencial
alelopatico de carater inibitério sobre a germinacdo de sementes, desenvolvimento e
crescimento de plantulas de alface, picdo-preto e carrapicho.

Com base na literatura, alteragdes na inibicdo dos padrdes de germinagao refletem em
possiveis alteracdes de rotas metabolicas inteiras as quais modificam processos importantes
para o desenvolvimento do embrido, afetando sua ontogénese (FERREIRA; AQUILA, 2000).

Estas alteragOes podem estar relacionadas com efeitos sobre a permeabilidade de membranas,
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transcricdo e traducdo de material genético, as reacfes enzimaticas e a respiracao celular
(LUPINI et al., 2010).

Para o parametro de indice de velocidade de germinacdo (IVG) os resultados
demonstram que a molécula CA (Formileugenol), em todas as concentracdes, foi
estatisticamente diferente do controle e o efeito foi concentracdo dependente. J& na molécula
CAl (Formildiidroeugenol) todas as concentragBes diferiram estatisticamente do controle,
mas ndo diferiram entre sim.

Mano (2006) testando um extrato de cumaru na concentracdo (0,19 mg/mL)
evidenciou uma redugdo na germinacdo das sementes, desenvolvimento e crescimento das
plantulas de picdo-preto. E na concentracdo de (6,25 mg/mL) de seu extrato o0 comprimento
radicular foi afetado, inclusive nas plantulas de alface. Essa reducdo radicular pode ser
verificada para a maior concentracdo (1600 mg/mL) da molécula de cumarina CA, que afetou
o comprimento radicular em plantulas picdo (Tabelas 2).

A raiz apresenta funcdo de suporte e absorcdo de nutrientes pela planta (TAIZ;
ZEIGER, 2013), assim quanto maior o comprimento da raiz maior sua superficie de absorcao
(RATSCH, 1986). E possivel observar que as moléculas testadas no experimento
comprometeram as plantulas, evidenciando seu poder alelopatico. Isso explica o
desenvolvimento anormal da planta, que pode ser verificado nas Figura 4. Acredita-se que
uma plantula com o eixo radicular tdo reduzido tera dificuldades de chegara a fase adulta.

Em estudo com cumarinas sintéticas Araniti (2015) observou que estas apresentaram
forte atividade fitotoxica em plantulas de Arabidopsis thaliana. Este potencial alelopatico das
cumarinas sintéticas foram capazes de afetar o crescimento radicular, causando danos na
morfologia e anatomia da raiz, além de diminuir a porcentagem de germinacdo. No presente
estudo € possivel avaliar qualitativamente anormalidades no sistema radicular como as
relatadas por Araniti (2015), em que as raizes primarias estavam atrofiadas e/ou escurecidas
(Figura 4). O autor ressalva que estes efeitos foram duas vezes maiores em cumarinas
sintéticas que em cumarinas naturais. Corroborando com o potencial alelopatico das
cumarinas sintéticas aqui testadas.

Segundo Reynolds (1977) moléculas sintéticas podem ter acdo fitotoxica sobre outros
padrGes pds germinacdo e ndo apenas sobre o processo de germinacdo propriamente dito,
podendo agir sobre varios aspectos do crescimento. Neste estudo isso pdde ser confirmado
uma vez que, para o parametro alongamento de raiz (AR) as concentracdes de 400 pg.mL,

800 pg.mL?! e 1600 pg.mL* para a molécula CA possuem valor estatisticamente diferente
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comparando com o controle, sendo estas concentracdes responsaveis pela diminuicdo do
comprimento radicular (Tabela 2). Colpas et al. (2003) observou caracteristicas muito
similares para sementes de soja, as sementes tiveram suas raizes reduzidas. Uma hipotese de
reducdo radicular é proposta por Carmo et al. (2007) que relata ser comum encontrar reducao
no tamanho do eixo hipoc6tilo-raiz das plantulas submetidas a diferentes aleloquimicos pois
estdo previamente mais expostas ao tratamento, tornando-se o pardmetro mais afetado. A
reducdo da radicula pode ser claramente visualizada na Figura 4, principalmente para a
concentracdo 1600 pg.mL* da molécula CA.

Outra proposigdo com relagdo a reducéo radicular foi feita por Lupini et al. (2010) que
sugeriu que a reducdo ocasionada pelas cumarinas na regido radicular poderia estar
relacionada ao transporte polar da auxia. Lupini et al. (2014) utilizando uma espécie de
Arabidopsis thaliana geneticamente modificada (transporte da auxina) comprovaram essa

hipGtese.



Tabela 2. Parametros de germinacdo, crescimento inicial, indice de efeito alelopatico e indice mitético em Bidens pilosa L.
exposta aos derivados cumarinicos anidrido succinico/piridina. CA — Formileugenol, CA1 — Formildiidroeugenol e CA2 -

Orto-vanila.
Tratamento G96h Glad VG AR CPA NPN BF BS RI IM
(hg.mL™) (%) (%) (mm)  (mm) (%) (9) (9)
Controle 31,67 ¢ 58,89a 1,77a 22,74c 38,68a 58,80a 0,2533a 0,0266 a - 35,23 a
400 18,33e  40,00b 159b 1199e 3001b 5500a 0,2800a 0,0266a -0,3300c 35,96a
CA 800 833f 3833b 107c 1353e 360la 3833b 0,2200a 0,0266a -0,2900c 34,8la
1600 0,00f 3555b 0,27d 431f 7,95d 3555b 0,1966a 0,0233a -0,7600d 35,68 a
400 33,33 ¢ 55,00a 151b 31,16b 3533a 50,00a 0,2500a 0,0300a -0,1400c 35,81a
CAl 800 18,33e  4333b 1,39b 30,95b 30,78b 43,33b 0,2700a 0,0266a -0,1300c 34,95a
1600 25,00 d 43,33b  1,40b 3790a 26,19c¢c 43,33b 0,2200a 0,0266a -0,2200c 34,96 a
400 51,66 a 60,00a 2,12a 1950c 31,66Db 54,44a 0,2700a 0,0300a 0,0900b 34,16a
CA2 800 38,33 ¢ 56,66a 1,82a 16,08d 32,29Db 48,88a 0,2633a 0,0266a -0,2866c 3598a
1600 4500b 5500a 2,01a 1348e 3753a 50,00a 0,2466a 0,0300a 0,3500a 39,46a

Porcentagem de germinacdo (G%), indice de velocidade de germinacdo (IVG), nimero de plantulas normais (NPN), alongamento de raiz (AR),
comprimento de parte aérea (CPA) e biomassa fresca (BF), biomassa seca (BS), indice alelopético (RI), indice mitético (IM). Médias seguidas da mesma

letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.
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O parametro comprimento de parte aérea (CPA) apresentou variagOes estatisticas. A
mais representativa é para a concentragdo de 1600 pg.mL* na molécula CA (Formileugenol).
Tanto os valores de CPA quanto os valores de AR na maior concentracdo da molécula CA

apresentam valores muito inferiores aos demais tratamentos (Figura 4).

Figura 4. Avaliacdo dos parametros de comprimento de parte aérea (CPA) e
Alongamento de rais (AR) em plantulas de Bidens pilosa L. expostas a cumarina
CA no sétimo dia apds o inicio do experimento. A. Controle (4gua destilada), B.
400 pg.mL?, C. 800 ug.mL%, D. 1600 pug.mL™.

Para os parametros numero de plantulas normais (NPN) é possivel destacar a molécula
CA e a CA1 na concentracdo de 800 pg.mL™* para Bidens pilosa L. essa caracteristica
anormal das plantas € resultado dos efeitos observados nos parametros germinativos e de
crescimento inicial da planta .

Para biomassa fresca (BF) e biomassa seca (BS) ndo ha resultados estatisticamente
diferentes.

Os resultados do indice alelopatio (RI) demonstram que a molécula que apresenta
indice alelopatico mais expressivo é a CA (Formileugenol) na concentracdo de 1600 pg.mL™*
tanto em Bidens pilosa L, quanto em Lactuca sativa L.. Esse resultado mostra claramente um
efeito alelopatico das moléculas cumarinica, efeito esse confirmado por varios autores
(TAKEMURA et al., 2013, ARANITI, 2015; LESSA et al. 2017; )
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Para analise citotoxica ndo houve variacdo estatisticamente significativa para o
pardmetro indice mitético (IM). Para o Bioteste Bidens pilosa L. ndo foram encontradas

anormalidades cromossdmicas.

4. CONCLUSAO

A molécula CA foi a que causou maior efeito fitotdxico, principalmente na
concentracdo de 1600 pg.mL*?, para os biotestes de L. sativa e Bidens pilosa L., sendo
responsavel por afetar todos os parametros germinativos e 0s parametros de crescimento
inicial.

Os derivados cumarinicos testados ndo apresentaram efeitos citogenotdxicos.

Diante dos resultados sugere-se a molécula CA como precursora para os estudos de

obtencdo de bioherbicidas.
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